SÔBRE A PROVÁVEL OCORRÊNCIA DE BORRACHA NO 
CLORÊNQUIMA DE RAUVOLFIA GRANDIFLORA MART. 
(. APOCYNACEAE) 

Cecília R. Gonçalves * 


Procedendo ao estudo anatômico da fôlha de uma apocinácea, Rau- 
volfia grandiflora Mart., tivemos a nossa atenção atraída para a ocor¬ 
rência em seu mesofilo, de numerosos glóbulos de aspecto peculiar (fotos 
n.°" 1 e 2). 

Julgando que se tratasse de gotas lipídicas, submetemos cortes do 
material aos testes de solubilidade e de coloração usuais. Verificamos que, 
embora coráveis pelo Sudan IV e solúveis no éter e no clorofórmio, eram 
insaponificáveis e insolúveis na acetona. 

Com base na bibliografia consultada (1), (2), (3), (4), (5), (6), 
(7), (8), resolvemos orientar nossas pesquisas no sentido de constatar a 
existência de borracha na constituição dêsses glóbulos, procurando adotar 
as diretrizes traçadas pelos autores citados. 

Até alguns anos atrás, só se admitia a ocorrência de borracha nos 
vegetais, sob duas formas (8): no látex ou nas células dos canais resiníferos 
cujos protótipos eram Hevea e Taraxacum para a primeira e Parthenium 
para a segunda. A possível ocorrência de borracha em outras regiões, assim 
como uma provável relação entre a sua formação e a atividade dos clo- 
roplastas, tem sido estudada recentemente (8) . 

Alguns pesquisadores (3), (8) verificaram que nem tôda a borracha 
obtida a partir das folhas de Chrysothamnus e Cryptostegia, e outros 
vegetais era proveniente do látex. Após acuradas pesquisas concluiram que 
determinadas formações ocorrentes no mesofilo dessas plantas, eram cons¬ 
tituídas por um complexo de substâncias, entre as quais predominava a 
borracha. 

Khitteneerger-Kelner no trabalho já assinalado (8), sôbre folhas de 
Cryptostegia grandiflora R. Br. e de um híbrido (C. madagascariensis Boj. 
e C. grandiflora R. Br.) , constataram a ocorrência de borracha em glóbulos 
que observaram no clorênquima dessas folhas. Para confirmar essa desco¬ 
berta, ao lado dos testes de solubilidade e de coloração, procederam à ex¬ 
tração e caracterização da borracha. 


* Bolsista da Associação Brasileira de Mulheres Universitárias. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

As observações foram feitas em folhas de exemplares de Rauvolfia 
grandiflora Mart. cultivados no Jardim Botânico do Rio de Janeiro, pro¬ 
venientes de Rocinha, (Gávea), Estado da Guanabara . 

Os cortes de material fresco, feitos com auxilio do micrótomo de Ran 
vier e da navalha histológica, foram corados pelo Sudan III (segundo 
fórmula de Stevens) (7) e IV (solução saturada em álcool a 80°) . Como 
meios de montagem, usamos a mistura glicerina-água (partes iguais) e o 
Karo. 


ASPECTO, DISTRIBUIÇÃO E PROPRIEDADES DOS GLÓBULOS 

Observados ao microscópio antes de qualquer tratamento, apresentam- 
-se com o aspecto de massas globulares incolores, homogêneas, hialinas e 
refringentes. Esta feição é mantida após o uso do hipoclorito o qual tem 
a propriedade de por um evidência os glóbulos menores que estavam 
anteriormente um tanto ocultos pelos cloroplastas. Segundo Whittenber- 
ger-Kelner (8), o hipoclorito ao destruir os cloroplastas, põe em liberdade 
os glóbulos que provàvelmente se encontravam no interior dos mesmos. 

Ocorrem em todo o mesofilo, sendo geralmente maiores e mais nume¬ 
rosos nas células paliçádicas, (fotos n°\ 1 e 2) onde, via de regra, há de 
3-5 em cada, sendo 1 ou 2 de maior diâmetro (13 micra em média). Os 
autores acima referidos (8) dizem a respeito da ocorrência de glóbulos 
semelhantes, no parênquima lacunoso de Cryptostegia grandiflora R. 
Br.: “In the dorsal half of the leaf (spongy parenchyma), the globule- 
bearing cells are more numerous adjoining the ducts than in nonduct 
areas.” Não observamos tal fato em Rauvolfia gra?idiflora Mart. 

Antes de empregarmos a coloração pelo Sudan IV, dividimos os cortes 
em dois grupos: 

a — Com tratamento prévio pelo hipoclorito; 

b — Sem tratamento prévio. 

De cada grupo, retiramos alguns cortes que foram submetidos à extra¬ 
ção pela acetona, enquanto outros não sofreram'êste tratamento. Em todos 
os casos, os glóbulos coraram-se intensamente de vermelho, após a ação 
do Sudan IV durante 20 minutos. Em linhas gerais, seguimos a técnica 
abaixo: 

1 — Clareamento pelo hipoclorito (mais ou menos 5 minutos); 

2 —• Lavagem em água; 

3 — Tratamento pelo álcool a 50° e a 80° (ràpidamente); 

4 — Extração pela acetona (de 24 a 48 horas); 

5 — Coloração pelo Sudan IV (20 minutos); 

6 — Tratamento pelo álcool a 80° e 50° (ràpidamente); 

7 — Montagem em glicerina-água (partes iguais). 
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Naturalmente para os cortes que não sofreram a ação da acetona, 
suprimimos o item 4. 

Antes de submetermos os cortes aos testes de solubilidade, usamos o 
clareamento pelo hipoclorito e, quando necessário, em face da natureza 
do solvente empregado, desidratamos o material. Êste permaneceu em 
cada solvente pelo espaço de 48 horas, após o que foi montado e observado 
ao microscópio. Apenas o teste de saponificação pelo reagente de Molisch 
foi feito em breve espaço de tempo e o tratamento pelo hipoclorito, por 
motivos óbvios, foi rápido. Damos abaixo o resultado das nossas obser¬ 
vações: 

I — Os glóbulos mostraram-se solúveis no éter, clorofórmio, benzeno, 
xilol e tetracloreto de carbono; 

II — Insolúveis no hipoclorito, água fervente, ácido sulfúrico a 5%, 
álcool absoluto, metanol, acetona e bissulfeto de carbono; 

III — Insaponificáveis quando tratados pelo reagente de Molisch e 
por uma solução de hidróxido de potássio a 10% em álcool 95°. Na 
tabela anexa, mostramos o comportamento dos glóbulos em face a cada 
um dos reagentes empregados. 


TABELA 


Reagentes Ação Sôbre Os Glóbulos: 

Acetona . Insolúveis, algo deformados e dilatados, com finas 

pontuações 

Acido acético . Insolúveis, ligeiramente deformados e pontuados 

Ácido sulfúrico 5% ... Insolúveis e pontuados 

Ácido sulfúrico 72% .. Material não resistiu ao tratamento 

Álcool absoluto . Insolúveis, levemente dilatados 

Benzeno . Solúveis 

Bissulfeto de carbono . Idem 

Clorofórmio . Solúveis, deixando resíduo insignificante preso às 

paredes celulares 
Éter . Solúveis 

Hipoclorito . Insolúveis e inalteráveis quando o tratamento é 

rápido; o tratamento prolongado, deforma-os 

Metanol . Insolúveis com finas pontuações 

Tetracloreto de carbo¬ 
no . Solúveis 

Xilol . Idem 

Reagente de Molisch . Insolúveis e insaponificáveis; ligeiramente dilata¬ 
dos 

Hidróxido de potássio Insolúveis, insaponificáveis, bastante 
em álcool a 95% ... contraídos 
Água fervente . Insolúveis 
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Prosseguindo as nossas observações, submetemos o material à ação 
dos vapores de bromo que tem a propriedade de formar compostos de 
adição com várias substâncias, sem atacar porém, a borracha (4). Obser¬ 
vamos que os glóbulos maiores tomaram coloração alaranjada clara, tor- 
naram-se finamente pontuados e bastante dilatados. Notamos ainda, o 
aparecimento de zonas concêntricas de densidades diferentes, sendo a 
periférica mais flúida e permanecendo a central, quasi inalterada. Os 
glóbulos menores coraram-se de alaranjado forte e permaneceram homo¬ 
gêneos, embora finamente pontuados. 

Hall-Goodspee» (4) chamam a atenção para o fato de que a borra¬ 
cha ocorrente no citoplasma celular, pode ser confundida com acumula¬ 
ções de óleos e resinas. Dizem ainda que, por falta de um corante especí¬ 
fico para borracha, quando associada àquelas substâncias, os empregados 
usualmente podem trazer confusão, porque coram também êsses corpos. 
Recomendam por isso, o uso da acetona como solvente, antes de utilizar 
o corante, para evitar essas causas de êrro. Reproduzimos a técnica reco¬ 
mendada por êles, que transcrevemos abaixo. Usamos o mesmo corante 
(Sudan III, segundo fórmula de Stevens) (7) e constatamos que os gló¬ 
bulos permaneceram e tomaram o corante. 

1 — Tratar os cortes por álcool 95° — 5 minutos; 

2 — Pô-los em ebulição num tubo de ensaio contendo acetona e 

aquecê-los em banho-maria a 60°C — 15 a 30 minutos; 

3 — Corá-los pelo Sudan III (segundo fórmula de Stevens) — 

18 horas; 

4 — Lavar o excesso de corante em álcool 50°; 

5 — Montar em glicerina. 

Whittenberger-Kelner (8) citando Spence e Caldwell (6), referem-se 
ao fato de que algumas gorduras tomam-se insolúveis na acetona, quando 
associadas a proteínas. Para eliminar êsse inconveniente, recomendam a 
hidrólise e remoção das proteínas antes da extração pela acetona, de 
acordo com a técnica seguinte: 

1 — Extrair em água a 25°C, por 16 horas e mais 8 horas em 

ebulição; 

2 — Extrair em ácido sulfúrico a 5% a 25°C, por 16 horas e mais 

8 horas em ebulição; 

3 — Repetir o item I; 

4 — Extrair em acetona, a 25°C por 32 horas e mais 16 horas 

em ebulição; 

5 — Corar os cortes e depois submetê-los à extração pelo benzeno, 

conforme item IV. 

Tentamos reproduzir esta técnica com os cortes de Rauvolfia grandi- 
tlora Mart., porém o material não resistiu ao tratamento pelo ácido sulfú¬ 
rico em ebulição. Entretanto, pudemos verificar que os glóbulos permane¬ 
ceram após o tratamento pelo ácido sulfúrico à frio. 
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Seguindo técnica de Bonner-Arreguin (1), tentamos a extração da 
borracha e sua caracterização por turbidez. Para isso, submetemos o 
material depois de seco e finamente pulverizado, à extração pela acetona 
(para retirar todas as substâncias nela solúveis, como resinas e gorduras). 
Depois de centrifugado, tratamos pelo benzeno, com o fim de remover a 
borracha e após nova centrifugação, o extrato benzênico foi recebido em 
metanol. A turvação que se formou com subsequente precipitação, pare¬ 
ce-nos demonstrar a ocorrência de borracha no extrato benzênico. Para 
evitar qualquer confusão com a borracha que pudesse existir no látex, 
deixámo-lo exsudar ao coletar o material e fizemos ainda, a remoção das 
nervuras, tendo em vista que o sistema laticifero acompanha, via de 
regra, os feixes vasculares. 

Pretendiamos extrair maior quantidade da substância para proceder 
ao exame de seu espectro, aos raios infra-vermelhos. Por carência de 
material, resolvemos aguardar a produção de novas folhas. Entretanto, 
verificamos a ausência quase total dos glóbulos (cuja possível causa expli¬ 
caremos mais adiante), o que nos impediu de realizar êsse teste definitivo, 
antes da publicação do presente trabalho. É nosso intuito, realizá-lo na 
época em que pelas observações feitas por nós, as folhas de Rauvolfia 
grandiflora Mart. produzem maior quantidade de glóbulos. 

Iniciamos nossas observações no mês de outubro de 1960 e constatamos 
que houve maior produção de glóbulos (em tamanho e quantidade), no 
período compreendido entre janeiro e julho do ano em curso. Durante 
os meses de agosto, setembro e outubro, essas formações diminuíram sen¬ 
sivelmente, a ponto de observarmos apenas raros e pequenos glóbulos no 
interior de algumas células. Podemos verificar a exatidão desta assertiva, 
comparando as fotos de números 2 e 3. 


RESUMO E CONCLUSÕES 


Observamos a ocorrência de glóbulos no mesofllo de Rauvolfia grandiflora Mart. que, 
por seu aspecto e propriedades nos pareceram semelhantes a outros referidos por 
Whlttenberger-Keiner (8) nas folhas de Cryptostegia grandiflora R. Br. e de um híbrido. 

Verificamos que tais glóbulos, não só por seu aspecto como pelo fato de serem corá¬ 
veis pelo Sudan IV, podiam ser confundidos com substâncias outras tais como resinas, 
gorduras, e mucllagens. 

No entanto, os testes mlcroquímlcos revelaram-nos que êsses glóbulos eram insolúveis 
na acetona, considerada não solvente “polar” da borracha, embora exerça sôbre ela uma 
leve ação dilatadora (2). Verificamos Igualmente que êsses glóbulos eram insolúveis nos 
demais solventes comuns das resinas; etanol, ácido sulfúrlco e cloral hidratado, o que 
afasta qualquer hipótese de serem constituídos por aquelas substâncias. Também não 
podem ser confundidos com mucilagens e gomas por serem Insolúveis na água fervente, 
cloral hidratado, hipoclorlto e solúveis no éter. 

Além da ação multo característica da acetona, o que afasta igualmente a possibili¬ 
dade de se tratar de gorduras e graxas, são solúveis nos solventes da borracha. A ação 
dos vapores de bromo nos pareceu outrosslm, muito sugestiva, especialmente no que se 
refere aos glóbulos pequenos. Acreditamos que os maiores encerrem outros constituintes 
além da borracha. Também o resultado da extração de acôrdo com técnica de Bonner- 
Arreguin (1) nos pareceu multo conclusivo. 
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Verificamos que os glóbulos em aprêço sSo mais abundantes e maiores na fôlha adulta 
e no período estacionai que abrange o fim do verão, o outono e o Início do Inverno. 
Estes fatos nos convenceram de que a formação dêsses glóbulos está Intlmamente rela¬ 
cionada a fenômenos de fotosslntese e crescimento. Aliás, vários autores constataram 
que a produção de borracha nas folhas de outros vegetais, varia com as diversas condições 
de ambiente, desenvolvimento e idade da planta (3), (5), (8). 

Em face do exposto, concluímos que: 

1 — Os glóbulos existentes no mesofilo de Rauvolfia grandiflota Mart., comportam-se 
diante dos reagentes usados, como se entre as substâncias que os constituem, predominasse 
a borracha. 

2 — A ocorrência dêsses glóbulos no mesofilo da planta, está ligado a fenômenos de 
metabolismo. 


SUMMARY 

Droplets were seen lnsldc the mesophyll cells of Rauvolfia grandiflota Mart., which, 
accordlng to thelr aspect and propertles, are similar to those referred to by Whlttenberger- 
Kelner (8) ln the leaves of Cryptostcgia grandiflora R. Br. and of a hybrld. 

The small, round, droplets examined are stalned by Sudan IV llke other ceil lncluslons 
such as reslns, fats, mucllages. However, they are lnsoluble ln ethanol, sulphurlc acld 
and chloral hydrate, and thls excludes the posslbillty of they belng composed of reslns. 
Also they do not conslst of mucllages because they are lnsoluble ln boiling water, 
chloral hydrate, hypochlorlte, and because they are soluble ln ether. 

The fact that they are lnsoluble ln acetone does not lnvalldate the hypothesls of 
rubber belng thelr maln constltuent, because that ls a poiar "non-solvent” for rubber 
which only swells globules. 

The above mentloned hypothesls ls relníorced by the peculiar efíect of bromlne 
vapors on the droplets, speclaliy on the very small ones, and by thelr behavlour under 
the extractlon procedures used. 

It was posslble to see that the droplets are larger and more abundant towards the 
end of summer, ln fali and early wlnter,' thls suggesting that thelr elaboratlon ls 
connected wlth seasonal actlvlty. A correlation was found by several lnvestigators, 
between rubber productlon ln leaves and environment condltions, plant age and stage 
of development (3), (5), (8). 

These observatlons lead to the íollowlng concluslons: 

1 — The droplets detected ln mesophyl cells of Rauvolfia grandiflota Mart. behave 
under the tests made as IX thelr maln constltuent were rubber. 

2 — The quantlty of those droplets are related to seasonal metabollc actlvltles. 
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EXPLICAÇÃO DAS FOTOGRAFIAS: 

Foto n.° 1 — Corte transversal do bordo foliar de Rauvolfia grandiflora Mart., tratado 
pelo hlpoclorlto e sem coloração. Os glóbulos de borracha são postos em relêvo pela 
Iluminação oblíqua. Aumento: 190 X. 

Foto n.° 2 — Corte transversal da fôlha de Rauvolfia tratado pelo hlpoclorlto, no qual 
se observam as células com risco conteúdo globular que aparece corado pelo Sudan IV. 
Material colhido durante o mês de março (outono) . Aumento: 130 X. 

Foto n.° 3 — Corte transversal da fôlha do mesmo vegetal, tratado pelo hlpoclorlto e 
corado pelo Sudan IV. Apenas pequenos glóbulos são visíveis no Interior das células. 
Material colhido durante o mês de setembro (primavera). Aumento 130 X. 
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